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論文内容要旨
 近年IVF(lnvitrofertilizatio11),工CSI(lntracytoplasnlicsl)erminjectio1/)に代表され
 る生殖補助技術の進歩は目覚しく,多くの不妊症患者に福音をもたらしてきた。しかしながら,
 同時に成熟精子が得られない,より重度な造精障害患者の存在が浮き彫りになっている。こうし
 た背景より,成熟途中の精子細胞を用いた顕微授精の試みや,造精障害の成因等が注目されてい
 る。精子形成過程(spermatogellesis)のうち,減数分裂終了後の円形精子細胞から成熟精子へ
 と変化する過程は精子成熟(spermiogenesis)と呼ばれる。この過程において精子細胞は半数
 体(haploid)となった雄性の遺伝情報を卵へ持ち込むため,鞭毛形成や細胞質の脱ぎ捨て,核
 の凝縮等の変化を遂げる。このような細胞の形態変化には細胞骨格系の関与が想定される。細胞
 骨格とは微小管,微小繊維,中間系フィラメントから構成され,細胞の形態変化や細胞内小器官
 の移動,細胞分裂の際のモーターとして機能している。これまで哺乳動物やげっ歯類での精子成
 熟過程における細胞骨格系の検討は行われているがヒトでの詳細は不明であり,細胞骨格系の異
 常は奇形精子の形成や成熟停.止等への関与が想定される。また,ヒト成熟精子の受精における雌
 雄前核の融合は,精子中心体が微小管形成中心となり精子星状体を形成することによって成立す
 る。そこで,未熟な精子細胞の顕微授精においては,この受精における中心体機能に関する疑問
 が生じる。しかしながら,精子中心体の成熟過程での微小管動態への関与や,受精の際の微小管
 形成中心としての機能獲得に関する検討はなされていない。
 そこで,本研究は第1にヒトの正常な精子成熟過程における細胞骨格の形成を形態学的に検討
 し,さらに,中心子周辺蛋白の発現を検討することにより,細胞骨格形成と中心体機能の関連性
 を検討した。また,第2にはウサギの配偶子をモデルとして,精子細胞の各成熟段階における卵
 内での中心体機能発現を測定し,中心体機能成熟の有無を検証した。
 第1の研究では,造精障害にて精巣生検が行われた16症例中,正常な造精能を認めた閉塞性
 無精子症の3症例を用いた。精細管より採取した精細胞を固定し,微小管,微小繊維,及び中心
 子周辺蛋白の免疫蛍光染色を行った後,蛍光顕微鏡,またはレーザー共焦点顕微鏡にて観察し,
 細胞骨格の形成と中心子周辺蛋白の発現を検討した。第2の研究はウサギの配偶子を用い,円形
 精子細胞顕微注入(RoundSpermatidInjection:ROSI),伸張期または伸張終了精子細胞顕微
 注入(ElongatingorElollgatedSpermatidInjection:ELSI),成熟精子顕微注入(ICSI)を
 行い,それぞれ卵の固定,免疫蛍光染色を行って,星状体形成率から成熟各段階での中心体機能
 を測定した。なお,ROSIについては活性化率が低率である為,人為的卵活性化を加えたものも
 検討した。
 第1の研究において,ヒトの正常な成熟過程における細胞骨格の形成が観察可能であった。微
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 小管はSb2期になると尾鞘(spermmanchette)を形成して細胞質を伸張する様子が観察され,
 さらに,3次元画像の解析により詳細が明らかとなった。微小繊維は核の凝縮と一致して先体構
 造部から核赤道部にかけて集積し,頭部を形成する様子が観察された。特に伸張期であるSb2
 期に,核の凝縮に伴う強い微小繊維の集積や尾鞘の形成,鞭毛形成など,細胞骨格系の多彩な動
 きが認められた。また,中心子周辺蛋白であるセントリン(ceutrh/)は成熟過程で一様に観察
 されるのに対し,微小管重合の主要蛋白であるガンマチューブリン(γ一tubulin)はSb2期に
 のみ認められた。第2の研究においては,注入する精細胞の成熟に伴い卵子の活性化率は上昇し,
 星状体形成率もELSIで3/ll(27%),ICSIで14/30(47%)と成熟精子で星状体形成率は有意
 に高率であった(p-0.0242)。なお,ROSIでは人為的卵活性化の有無にかかわらず,星状体の
 形成は認めなかった。
 本研究により,ヒトの正常な精子成熟過程における細胞骨格の形成と中心子周辺蛋白の発現様
 式が明らかとなり,特にSb2期の細胞骨格の動態と調節蛋白(ガンマチューブリン)の発現が
 重要であると考えられた。今後,本研究が形態異常精子症(むeratozoospemia)や精子成熟停
 止症例(maturatiOIIarrest)など,造精機能障害の発症基点の解析する際の一助となると考え
 られた。また,精子の成熟過程において,中心体機能が成熟してゆく可能性が示唆され,その機
 能獲得にもガンマチューブリンの発現が重要であり,中心体機能の未熟性が未熟配偶子の低受精
 率・低発生率の一要因であると考えられた。
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 審査結果の要旨
 本研究の対象である精子形成とその機能成熟は,工CSIでは克服出来ない重症男性不妊症患者
 の存在を背景に近年注目され,様々な分野において研究が進められている。しかし,発展し続け
 る生殖補助技術によって,精子形成障害の原因究明や未熟配偶子を用いた顕微授精の安全性の検
 証が不十分であるまま臨床応用されている感は否めない。実際,過去の未熟な精子細胞を利用し
 た顕微授精の報告ではICSIと比較して,受精率,妊娠率ともに低率である。
 筆者が着目した細胞骨格は,精子形成の様な細胞の形態変化や,受精過程において重要な役割
 を果たしている。以前より,動物種では精子形成過程の細胞骨格形成の検討は行われているが,
 ヒトでの報告はない。また,ヒトの受精において,精子中心体は微小管形成中心として雌雄前核
 の融合を誘導するが,この精子中心体の精子形成過程における役割も未解明である。そこで筆者
 は,正常な造精能を持つ閉塞性無精子症患者より得られた検体を用いて,精子成熟過程における
 細胞骨格形成の一連を免疫蛍光染色法にて検討した。同時に,機能的中心子周辺蛋白の発現様式
 を検討し,微小管動態と中心体機能の関連性についても考察している。
 本研究では正常な精子成熟過程での細胞骨格動態を,微小管,微小繊維の動態を中心に詳細に
 示している。微小管は伸張期であるSb2期に,尾鞘(spermmal/chette)を形成して細胞質を
 伸張していく様子が示されている。また,3次元画像構築によって,より詳細な微小管形成を明
 らかにしている。微小繊維については伸張期から後期精子細胞にかけて先体の構造から,先体後
 部構造に一致して認められ,頭部形成を行う様子が観察されている。機能的中心子周辺蛋白の発
 現は,微小管形成の主要蛋白であるガンマチューブリンはSb2期にのみ観察され,セントリン
 は一様に発現している様子が示されている。筆者は,伸張期であるSb2期が形態変化において
 重要な時期であることを示し,その微小管動態にガンマチューブリンの発現が関与しているので
 はないかと考察している。
 さらに,未熟な精子細胞の低受精率,低妊娠率についても,中心体機能の面から検討を行って
 いる。これまで,精子細胞の顕微授精における受精障害の原因については,活性化障害や雄性ゲ
 ノムの刷り込み遺伝子等に関する研究はなされているが,中心体機能の検討は行われていない。
 そこで筆者は,ヒトと同様に精子中心体由来の微小管形成中心で雌雄前核の融合が誘導されるウ
 サギ配偶子をモデルとして,円形精子細胞から成熟精子に至る過程での中心体機能を,Terada
 らの報告に基づいて精子星状体形成能から検討を行っている。同時に,精子細胞の機能的中心子
 周辺蛋白の発現を検討し,受精における中心体機能発現との関連性について考察している。
 精子細胞の顕微授精において,星状体形成は伸張期以降でしか認められず,成熟精子と伸張期
 以降の精子細胞群との間にも星状体形成率に有意差を認めている。円形精子細胞では活性化障害
 が高頻度に生じるため,人為的卵活性化を併用したものも検討しているが,星状体形成を認めて
 いない。これらの結果から,未熟な精子細胞の受精障害の原因として中心体機能の未熟性の関与
 が明らかとなり,中心体機能成熟の存在が示唆される。また,機能的中心子周辺蛋白の発現はヒ
 トと同様であり,ガンマチューブリンの発現は伸張期のみであった。受精の際の中心体機能発現
 には雌雄双方のガンマチューブリンが寄与するとの報告から,受精において精子中心体が微小管
 形成中心として機能するために,伸張期(ヒトにおけるSb2期)のガンマチューブリンの発現
 が重要ではないかと考察している。
 筆者は正常な造精過程の細胞骨格形成と機能的中心子周辺蛋白の発現を明らかにしたことから,
 今後,形態異常精子症(七eratozoospermia)や精子成熟停止症例(maturationarres七)など,
 造精機能障害の発症基点の解析する際の一助となるのではないかと考察している。中心体機能に
 ついては,形態変化においても,受精における星状体形成の機能としても,伸張期であるSb2
 期が大きなターニングポイントと考えられ,その機能発現のためにガンマチューブリンの発現が
 重要な役割を果たしているのではないかと考察している。ヒトの精子形成過程の細胞骨格形成の
 一連を示した報告は本研究以外に存在せず,また中心体機能に関しても,精子成熟過程において
 始めてその機能的成熟の存在を示唆した研究であり,医学博士に十分値する研究論文である。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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